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Seznam použitých zkratek 
 
 
BH4/BH2 – tetra/dihydropterin 
cGMP  - cyklický guanosin monofosfát 
NO – oxid dusnatý 
NOS – syntáza oxidu dusnatého 
HPH – hypoxická plicní hypertenze 
HPV – hypoxická plicní vazokonstrikce 
PAP – střední krevní tlak v plicnici 
PDE – fosfodiesteráza 
ROS – volné kyslíkové radikály (reactive oxygen species) 


























Obrázek č. 1: Schéma rozvoje hypoxické plicní hypertenze.  
 
Obrázek č. 2: Původní představa vztahu mezi vazokonstrikcí a remodelací    
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Obrázek č. 3: Histologické zobrazení remodelovaných periferních plicních arteriol    
     („double laminated vessels“). 
 
Obrázek č. 4: Kontrakce hladké svaloviny aktivovaná G-proteiny.  
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Obrázek č. 6: Plazmatická koncentrace nitrotyrozinu u zvířat vystavených chronické  
hypoxii ev. chronické hypoxii s hyperkapnií po dobu 4 dnů. 
 
 
Obrázek č. 7: PAP u zvířat vystavených působení chronické hypoxii. 
 
 
Obrázek č. 8: Procento remodelovaných preriferních plicních arteriol („double  














Hyperkapnii je možné terapeuticky využít v léčbě kriticky nemocných se 
sklonem k hypoxii (kardio – pulmonální selhání), jako prevenci rozvoje plicní 
hypertenze. Tato práce vysvětluje klinické pozorování kdy pacienti s chronickou 
obstrukční plicní nemocí s významnou obstrukcí dýchacích cest, kteří jsou vystaveni 
účinku hypoxie a zároveň účinku hyperkapnie, mají méně rozvinutou plicní 
hypertenzi oproti zdravým lidem žijícím ve vysoké nadmořské výšce vystavených 
porovnatelné hypoxii bez hyperkapnie. 
 Mortalita pacientů s plicní hypertenzí úzce souvisí s pravostrannými srdečními 
hemodynamickými parametry (střední tlak v plicnici, krevní tlak v pravé srdeční 
komoře, srdeční index). Současná doporučená léčba plicní hypertenze (inhibitory 
endotelinových receptorů, agonisty prostacyklinových receptorů, inhibitory 
fostodiesteráty) je extrémně drahá, ale málo účinná (první dva přístupy). Terapie 
prezentována v naší práci je v porovnání se současnou léčbou plicní hypertenze  
levná a hemodynamicky účinná. V budoucnosti by mohla představovat účinnou 

















Hypercapnia could be used in the treatment of critically ill patients with 
chronic hypoxia (cardio – pulmonary failure) as a prevention against the 
development of hypoxic pulmonary hypertension. This work showed the reason 
based on the observed difference between patients with chronic obstructive 
pulmonary disease and high altitude dwellers. Both groups have similar levels of 
oxygen saturation of haemoglobin, high altitude residents have no hypercapnia 
compared to patients with chronic obstructive pulmonary disease but hypercapnic sea 
level patients have less severe lung hypertension than mountain residents.  
Mortality of people with diagnosed pulmonary arterial hypertension is closely 
associated with right ventricle hemodynamic function (pulmonary arterial pressure, 
right atrial pressure and cardiac index). Recently, the therapy that has been used for 
pulmonary arterial hypertension has consisted of three main targets; firstly: 
endothelin receptor blockers, secondly: prostacycline and its analogues, thirdly: 
PDE-5 inhibitors in order to increase the concentration of endogenous NO and its 
mutual combination. Unfortunately, it is clear that the recent clinical therapy of 
pulmonary arterial hypertension is extremely expensive, with minimal or no effect on 
right ventricle hemodynamic function. In fact, the significance of the increase of 
prostacycline and endothelin throughout the duration of pulmonary arterial 
hypertension is a consequence rather than a cause of pulmonary arterial 
hypertension. The treatment presented in the recent work could play an important 













1.1 Rozdíly mezi plicní a systémovou cirkulací 
 
Systémová plicní cirkulace jsou jak morfologicky tak i funkčně odlišné. 
V systémové cirkulaci přestupuje kyslík z krve do okolních tkání, zatímco v plicích 
probíhá proces opačný. V plicní cirkulaci je oproti systémové cirkulaci 
několikanásobně nižší krevní tlak, což je výhodné vzhledem k tenké a „křehké“ 
alveolo-kapilární membráně. 
 Příčinou rozdílného krevního tlaku je odlišný bazální cévní tonus, který je 
v plicní cirkulaci nízký. Nízký cévní tonus souvisí s množstvím a aktivitou hladké 
svaloviny v stěně cév. V plicní cirkulaci je množství hladkého svalu v porovnání se 
systémovými cévami stejného kalibru menší. Svalovina v periferních prealveolárních 
cévách se nenachází po celém obvodu (Hislop and Reid 1978).  
Další odlišností obou cirkulací je rozdílná závislost průtoku na zvyšujícím se 
perfuzním tlaku. Průměr cévy závisí na transmurálním tlaku v cévě.  V plicní 
cirkulaci průměr cévy závisí proto i na intravaskulárním a extravaskulárním 
(alveolárním) tlaku, povrchovém napětí v alveolech, na vlastnostech plicního 
parenchymu a také na objemu plic (Dawson et al. 1988; Hampl and Herget 1995).  
Plícemi protéká celý minutový srdeční výdej, zatímco v systémovém krevním oběhu 
je distribuován do jednotlivých orgánů jenom jeho větší nebo menší část. Rychlost 
průtoku krve plicním cévním řečištěm je vyšší než v systémovém řečišti. S rychlostí 
průtoku souvisí hodnota střižného napětí (shear stress), která je v plicních cévách 
větší.  
Důležitým funkčním rozdílem plicní  a systémové cirkulace je reakce na akutní 
hypoxii. V systémových cévách při hypoxii dochází obvykle k různě velké 
vazodilataci. Důsledkem je pak zvýšená perfúze příslušné cévní oblasti, což zajistí 
přiměřený přísun kyslíku a živin k buňkám. V plicních cévách by tento mechanismus 
nebyl výhodný, protože vazodilatací by se v nedostatečně ventilovaných plicních 
segmentech zvyšovala žilní příměs a tím by se zhoršovala transportní schopnost plic 
pro kyslík. Působením akutní hypoxie (řádově minuty), způsobenou nedostatečnou 
ventilací plicních segmentů, dochází v plicní cirkulaci, na rozdíl od systémové 
cirkulace, k vazokonstrikci arteriol a tím k omezení žilní příměsi. Za tento 
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mechanismus, vyvolaný působením akutní hypoxie, je odpovědná depolarizace 
buněk hladké plicní cévní svaloviny, vyvolaná hypoxickou inhibicí napěťově 
řízených draslíkových kanálů a zvýšenou intracelulární koncentrací vápníku (Archer 
et al. 1994; Hampl et al. 1995).   
 
 
1.2 Plicní hypertenze a chronická hypoxie 
 
Reakcí plicní cirkulace na poškození je zvýšení odporu proudění krve a 
následný vznik plicní hypertenze. Plicní hypertenze je chronicky zvýšený krevní tlak 
v arteria pulmonalis (PAP) nad hodnotu 25 mmHg. Jednoduchým, levným a dobře 
reprodukovatelným způsobem, jak  můžeme  plicní hypertenzi vyvolat, je působení 
chronické hypoxie (dny až týdny). Chronickou hypoxii můžeme vyvolat snížením 
barometrického tlaku (hypobarická hypoxie) nebo snížením koncentrace kyslíku ve 
vdechované směsi plynů  při normálním barometrickém tlaku (normobarická 
hypoxie). První způsob vyvolání plicní hypertenze je typický při pobytu ve vysokých 
nadmořských výškách, druhý při poruchách plicní ventilace. Působením chronické 
hypoxie se zvyšuje periferní plicní cévní odpor a vzniká chronická hypoxické plicní 
hypertenze (HPH). Po dosažení určité hodnoty plicního cévního odporu již k dalšímu 
zvyšování odporu v plicní cirkulaci nedochází i když působení chronické hypoxie 
přetrvává, tzn. že HPH není progresivní. Po přerušení expozice hypoxii dochází 
v průběhu týdnů a měsíců k návratu k původním hodnotám plicního cévního odporu 
(Herget et al. 1978; Sebkhi et al. 2003), tzn. že HPH je reverzibilní (obrázek č. 1). Na 
základě těchto vlastností je vhodné na HPH nahlížet ne jako na nemoc, ale spíše jako 
na adaptační mechanismus plicního cévního řečiště  na chronický nedostatek kyslíku.  
 
 Obrázek č.1: Schéma rozvoje hypoxické plicní hypertenze.  
 
PAP – střední krevní tlak v plicnici, ROS – volné kyslíkové radikály (reactive oxygen species) 
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Na rozvoji HPH se podílejí dva hlavní mechanismy odpovědné za zvýšení 
cévního plicního periferního odporu: 1) vazokonstrikce prealveolárních plicních cév 
a 2) jejich morfologická přestavba – strukturální remodelace. Na začátku rozvoje 
HPH snad převládá vazokonstrikce, s pokračující chronickou hypoxií postupně 
převládá efekt strukturální remodelace plicních arteriol (Reeves et al. 1986, obrázek 
č. 2). Mechanismus vazokonstrikce, způsobené chronickou hypoxií se liší od 
vasokonstrikce, vyvolané působením akutní hypoxie (HPV). Při chronické hypoxii je 
reakce na akutní hypoxii sice oslabená, ale stále přítomná. Vazokonstrikce při HPH 









Morfologické změny souvisejí s produkcí hladké svaloviny v oblasti tunica 
media v stěně prealveolárních arteriol. Zbytněním tunica media, kde původně 
svalovina není nebo tvoří jen nesouvislou vrstvu, vzniká v periferních plicních 
arteriolách tvorbou svaloviny histologický obraz „dvojitě laminovaných cév“. Vrstva 
hladkého svalu je ohraničena vnitřní a zevní elastickou vrstvou (obrázek č. 3). 
Existuje starší představa, že tvorba svaloviny v místech, kde původně nebyla (nebo 
byla v omezené míře), způsobí zmenšení průměru periferních plicních arteriol (roste 
„dovnitř“ lumen cévy, enchroaching inward) a tím zvýší periferní plicní cévní odpor 
Obrázek č. 2: Původní představa vztahu mezi vazokonstrikcí a remodelací 
periferních plicních arteriol.  
 
REEVES JT, GROVES BM, TURKEVICH D: The case for treatment of selected patients with 
primary pulmonary hypertension. Am Rev Respir Dis 134:1986 342-346.  
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(Barer 1979). Zvýšením periferního plicního odporu se klinicky projeví i mimo plíce 










Podíl remodelace plicních periferních arteriol a její vztah k vápníkové 
sensitizaci zatím není uspokojivě vyřešen. V poslední době se objevují názory 
svědčící proti tomu, že remodelace plicního cévního řečiště působením chronické 
hypoxie vede ke zvýšení plicní cévní rezistence (Fagan et al. 2004; Howell et al. 
2004). Podle těchto názorů hraje působení chronické hypoxie snad důležitější roli na 
změnu citlivosti plicních hladkých svalových buněk k vápníku – vápníková 
sensitizace (Somlyo and Somlyo 2003). Tyto výsledky byly zatím získány pouze 
nepřímou farmakologickou inhibicí Rho kinázového systému (fasudil), není proto 
možné vyloučit i jiný možný mechanismus účinku uvedeného léku (obrázek č. 4). 
Citlivost k vápníku a vazokonstrikce, způsobená systémem Rho kináz, může hrát roli 
v rozdílech vazokonstrikce indukované působením akutní a chronické hypoxie. 
Obrázek č. 3: Histologické zobrazení remodelovaných periferních plicních 
arteriol („double laminated vessels“). 
 
Vlevo: neremodelovaná periferní plicní arteriola s nerozšířenou tunica media (dlouhá šipka). 
Vpravo: remodelovaná periferní plicní arteriola působením chronické hypoxie se zbytnělou 
tunica media a viditelnou lamina elastica externa a interna (malé šipky).  
Barvení Toluidinová modř. Značka = 20 µm 
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Při působení chronické hypoxie a při rozvoji HPH hrají významnou roli oxid dusnatý 















Obrázek č. 4: Kontrakce hladké svaloviny aktivovaná G-proteiny.  
 
MLC: lehké řetězce myozinu (myosin light chain), MLCK: kináza lehkých řetězců mozinu, MLCP: 
fosfatáza lehkých řetězců myozinu, R: membránový receptor spřažený s G-proteinem, PLC: fosfolipáza 
C, IP3: inozitol-1-3-5-trisfosfát, SR: sarkoplazmatické retikulum, CaM: kalmodulin, -P: fosforylace 





1.3 Oxid dusnatý 
 
Oxid dusnatý (NO) je radikál vyskytující se hlavně v plynné formě. NO je 
produkován téměř všemi tkáněmi savců a hraje důležitou roli v řadě biologických 
pochodů, hlavně v regulaci hemodynamiky, neurotransmisi a zánětu (Ignarro 2000). 
V plicích vzniká v endotelových buňkách, reakcí semi-esenciální aminokyseliny (v 
dětství esenciální, v dospělosti nikoli) L-arginin (Palmer et al. 1988) s atomem 
kyslíku, který pochází z molekuly kyslíku (Moncada et al. 1989). Jako produkt této 
reakce vzniká aminokyselina L-citrulin (Palmer and Moncada 1989). Celá reakce 
probíhá v několika krocích pomocí komplexního enzymu NO syntázy (NOS). Tento 
enzym se v živých organismech nachází ve třech izoformách (Knowles and Moncada 
1994): neuronální NOS (nNOS), konstitučně exprimovaná v mozku, dále endoteliální 
NOS (eNOS), konstitučně exprimovaná endotelem, a konečně inducibilní NOS 
(iNOS), exprimována dle potřeby v různých buňkách (makrofágy, neutrofilní 
granulocyty, endotelové buňky atd.). V plicní cirkulaci v časných fázích působení 
chronické hypoxie produkuje iNOS několikanásobně větší množství NO v porovnání 
s produkcí konstituční eNOS (Hampl et al. 2006). Vytvořený oxid dusnatý difunduje 
z endotelových buněk do hladkých svalových buněk, kde působí pomocí druhého 
posla, cyklickým guanosin monofosfátem (cGMP) (Murad 1986); cGMP aktivuje 
vápníkem řízené draslíkové kanály, způsobuje hyperpolarizaci buněčné membrány 
hladkých svalových buněk plicních arteriol, což působí snížení intracelulární 
koncentrace vápníku a tím nakonec vazodilataci. Metabolismus cGMP je v buňce 
plicního cévního hladkého svalu ovlivněn aktivitou hydrolytického enzymu 
fosfodiesteráza (PDE). V lidském organismu existuje minimálně 7 izoforem tohoto 
enzymu s různou specificitou k cyklickým nukleotidům. Aktivita PDE5 hraje 
důležitou roli při ovlivňování tonu cévního hladkého svalu plicních arteriol při 
stavech, souvisejících se zvýšenou produkcí NO (Braner et al. 1993; Ziegler et al. 
1995) i při rozvinuté chronické hypoxické plicní hypertenzi (Cohen et al. 1996). 
Inhibice PDE je účinná také u pacientů s plicní arteriální hypertenzí (Michelakis et 
al. 2002) a je doporučována v současné době jako jedna ze tří možností 
farmakologické léčby plicní arteriální hypertenze u lidí (Galie et al. 2009).   
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 Představa, že nízký cévní plicní tonus je následek zvýšené bazální produkce 
NO (při plicní hypertenzi by byla pak tato produkce NO snížená), se nepotvrdila 
(Adnot et al. 1991). Vydechované množství NO i plazmatická koncentrace NO a 
jeho metabolitů (nitráty, nitrity) v zdravé nepoškozené plicní cirkulaci je prakticky 
nulová, při chronické hypoxii se tato produkce významně zvýší. Podáním 
neselektivního blokátoru NOS, L-NAME nedošlo k zvýšení krevního tlaku v plicnici 
zdravé plicní cirkulace. Na druhou stranu podání L-NAME při rozvinuté HPH už 
zvýšený PAP ještě více zvýšilo (Hampl et al. 1993; Isaacson et al. 1994). Při 
chronické hypoxii je také zvýšená produkce NO jak ukazuje nepřímo 
detekce zvýšené exprese NOS (Xue et al. 1994; Xue and Johns 1996).  
 
 
1.4 Volné kyslíkové radikály 
 
 Koncentrace volných kyslíkových radikálů (ROS) se zvyšuje v plicní cirkulaci 
při působení chronické hypoxie jak in-vivo tak in-vitro (Chang et al. 1989). Působení 
ROS souvisí s remodelací periferních plicních arteriol. Produkce ROS je v buňce 
lokalizovaná na několika místech (pro přehled viz Herget et al. 2000): 1) dýchací 
řetězec mitochondrie – při hypoxii se zvyšuje produkce superoxidu, 2) aerobní 
enzymy s flavínovými koenzymy při hypoxii produkují zvýšené množství 
superoxidu. 3) aktivita xantin oxidázy se při hypoxii zvyšuje. 4) NADPH oxidáza 
fagocytů, hlavně makrofágů, produkuje superoxid a peroxid vodíku. Tato aktivita je 
zvýšená předchozí hypoxií. Zdrojem ROS je i NOS. Produkce oxidu dusnatého NOS 
je podmíněná interakcí dvou podjednotek enzymu; tato interakce je umožněna 
kofaktorem tetrahydrobiopterinem (BH4). V podmínkách oxidačního stresu převládá 
oxidovaná forma kofaktoru dihydrobiopterinu (BH2) nad redukovanou formou BH4. 
V přítomnosti BH2 nedochází k spojení dvou podjednotek NO syntázy (rozpojení - 
uncoupling). Samostatné (rozdvojené) podjednotky NO syntázy produkují superoxid 
(Vasquez-Vivar et al. 1998; Crabtree et al. 2009).   
Přímé měření volných radikálů v biologických systémech je relativně obtížné, 
je dané fyzikálně – chemickými vlastnostmi volných radikálů a kompartmentalizací 
jejich produkce i účinku. Důležitým faktorem je též to, že zatímco v nízké 
koncentraci často působí jako autokrinní (i parakrinní) regulační působky, 
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v koncentracích větších poškozují buněčné membrány a modifikují jak nukleové 
kyseliny tak proteiny i lipidy. Účinky regulační i poškozující se mohou překrývat a 
mohou být odlišné v různých kompartmentech buňky. Stanovení koncentrace 
volných radikálů v extracelulárním prostoru či různé formy odhadu „antioxidační 
aktivity“ mají proto omezený význam a složitou interpretaci. Často používaným 
přístupem je sledování biologického efektu podání látek s antioxidační aktivitou.  
V průběhu působení hypoxie v plicní cirkulaci hraje důležitou roli zvýšení 
produkce superoxidu. Vysoce biologicky aktivní superoxid se v organismu mění na 
méně reaktivní peroxid vodíku a kyslík enzymem superoxid dismutáza (SOD), což je 
substrátem indukovatelný mechanismus (McCord and Fridovich 1969). V savčích 
buňkách se nacházejí dva typy SOD, rozdělené podle kovů v jejich aktivním centru a 
také podle subcelulární lokalizace: Cu,Zn-SOD se nachází preferenčně v cytoplazmě, 
Mn-SOD naopak v mitochondriální matrix. Působením chronické hypoxie se zvyšuje 
aktivita mitochondriální SOD, což také nepřímo ukazuje na předpokládaný zdroj 
superoxidu. Již po třech hodinách expozice hypoxii začíná být detekovatelné zvýšení 
aktivity Mn-SOD, její maximální aktivita byla prokázána v průběhu prvního dne 
expozice hypoxii (Hampl and Herget 2000). Hypotéza o roli ROS při HPH byla 
poprvé potvrzena experimentálním zvýšením antioxidační aktivity podáváním 
dimetylurey pokusným potkanům v hypoxii: došlo k zmírnění rozvoje HPH a také 
zmenšení strukturální remodelace plicních cév (Langleben et al. 1989). Následně 
byly použity stejně účinné, ale lépe snášené antioxidanty, působící jak extracelulárně 
(Lachmanova et al. 2005) tak intracelulárně (Elmedal et al. 2004; Chovanec et al. 
2008). Tyto výsledky byly potvrzeny i přímým měřením produkce peroxidového 
radikálu (kapalinová chromatografie),  kdy podání N-acetylcysteinu způsobilo 
zmírnění rozvoje HPH (Hoshikawa et al. 2001). 
Cílovým místem působení oxidačního stresu, vyvolaného chronickou hypoxií, 
se zdá být kolagen v extracelulární matrix periferních plicních arteriol. Působením 
hypoxie  se zvyšuje kolagenolytická aktivita v této části plicního řečiště  a hromadí 
se charakteristické štěpy pojivových bílkovin  (Novotna and Herget 1998; Herget et 
al. 1999). Je prokázáno, že tyto kolagenové štěpy stimulují mezenchymální 
proliferaci a tím vedou k strukturální remodelaci plicních periferních arteriol (Gardi 
et al. 1990; Bačáková et al. 1997). Kolagenolýza (i HPH) se inhibuje antioxidantem  
N-acetyl-cysteinem (Herget et al. 1999). Nejpravděpodobnější mechanismus účinku 
ROS na strukturální remodelaci není přímý, ale zřejmě souvisí s interakcí ROS a NO. 
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Interakcí superoxidu a NO vzniká peroxynitrit (Huie and Padmaja 1993). 
Peroxynitrit není volný kyslíkový radikál, ale je také vysoce reaktivní a na rozdíl od 
radikálů relativně stabilní molekula s relativně dlouhým poločasem rozpadu. Ve 
vodním roztoku je v rovnováze se svým konjugátem, slabou kyselinou 
peroxynitritovou, která má vlastnosti podobné hydroxylovému radikálu (zvýrazněné 
v kyselém prostředí Muijsers et al. 1997). Peroxynitrit  způsobuje nitraci 
tyrozinových zbytků bílkovin a tím je schopen proteiny poškozovat (tímto způsobem 
je možné peroxynitrit také stanovit) (Beckman 1996). Významnost peroxynitritu byla 
opakovaně prokázána působením hyperkapnie, kdy oxid uhličitý, navázáním na 
molekulu peroxynitritu sníží jeho poločas rozpadu a tím působí k snížení jeho 
toxicity. Tyto změny vedou k zmírnění HPH (Belik et al. 2009; Chovanec et al. 
2009). Zdrojem intersticiálních metaloproteináz, které se pomocí radikálů aktivují, 
jsou žírné buňky (Vajner et al. 2006; Maxova et al. 2008). Použitím inhibitoru 
degranulace žírných buněk, kromoglykátu disodného nebo samotného specifického 
inhibitoru metaloproteináz, Batistamat, došlo v obou případech k redukci plicních 
cévních změn, vyvolaných chronickou hypoxií a k omezení rozvoje hypoxické plicní 
hypertenze (Herget et al. 2003; Banasova et al. 2008).  
 
 
1.5 Interakce ROS a NO při rozvoji HPH 
 
Zvýšená produkce ROS, extrémní produkce NO a tvorba peroxynitritu jsou 
charakteristické pro první dny působení chronické hypoxie. V této době také dochází 
ke zvyšování plicního arteriálního tlaku (Herget et al. 1978), zahájení strukturální 
remodelace periferních plicních cév a zvyšováním plazmatické koncentrace 
nitrotyrozinu (Herget et al. 2000). Blokáda rozvoje HPH podáním antioxidantů je 
účinná pokud jsou antioxidanty podány v průběhu prvního týdne expozice hypoxii. 
Aplikace antioxidantů v průběhu rozvinuté a stabilizované HPH (po druhém nebo v 
třetím týdnu expozice potkanů hypoxii) efektivní není (Lachmanova et al. 2005; 
Chovanec et al. 2008). Tyto výsledky potvrzují hypotézu, že na začátku expozice 
hypoxii dochází k největší produkci volných kyslíkových radikálů a nejvyšší 
produkci peroxynitritu, spojených se vzestupem plicního arteriálního tlaku. 
V průběhu dalšího působení chronické hypoxie (od druhého týdne) tyto změny u 
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potkanů ustávají. Hypotéza byla potvrzena přímým měřením produkce radikálů 
v průběhu prvního ev. druhého týdne expozice chronické hypoxii (Hoshikawa et al. 
1995; Hoshikawa et al. 2001).  V období, kdy působí chronická hypoxie, ale tlak 
v plicnici se již nemění, tj. zhruba od druhého týdne expozice, nejsou prokazatelné 
ani známky progredujícího oxidačního poškození plicní cirkulace (obrázek č. 1). 
Produkce NO s těmito změnami částečně koreluje, ale jeho působení není 
jednoduché. Je potvrzeno, že produkce NO se zvyšuje se zvýšenou expresí NOS 
v hypoxii. Exprese NOS se zvyšuje po několika hodinách až desítkách hodin od 
začátku hypoxie (Le Cras et al. 1996). Zvýšená exprese NOS koreluje se zvýšenou 
produkcí ROS a následnou produkcí peroxynitritu a aktivací strukturální remodelace 
plicních cév. ROS můžou působit rozpojení NOS, ta se pak stává sama zdrojem 
superoxidu a podílí se na radikálovém poškození (Crabtree et al. 2009). V prvních 
dnech expozice chronické hypoxii se v homogenátech plicního parenchymu zvyšuje 
rovněž aktivita iNOS. Množství NO, produkované iNOS,  několikanásobně převládá 
nad množstvím produkovaným nově se aktivující eNOS. Použitím selektivního 
inhibitoru iNOS (L-NIL) na počátku  expozice chronické hypoxii (nikoli po 3 
týdnech) byl inhibován rozvoj HPH (Hampl et al. 2006). Klíčová je tedy cesta: 
hypoxické poškození (ROS) – exprese iNOS – interakce NO a ROS – vasokonstrikce 
a remodelace prealveolárních cév. Množství exspirovaného NO při HPH souvisí 
s produkcí NO v plicní cirkulaci a nesouvisí s produkcí v paranasálních sinusech 
(Lundberg et al. 1995) nebo nosní sliznici (Gerlach et al. 1994; Dillon et al. 1996). 
Po prvním týdnu expozice chronické hypoxii je za zvýšenou produkci NO 
zodpovědná eNOS.  
      Zatím není jasné, zda zvýšená produkce NO je příčina nebo důsledek působení 
chronické hypoxie. Existují práce, kde zvýšená produkce NO může být vyvolána 
zvýšeným střižným napětím (shear stress) plicních cév při vazokonstrikci a to bez 










2. CÍLE PRÁCE 
2.1 Pokus č.1 
 
2.1.1 Úvod a hypotéza: 
 
Chronická hypoxie je u lidí vyvolaná jak respirační insuficiencí tak dýcháním 
vzduchu s nízkou koncentrací kyslíku. V studiích vyšetřujících zdravé lidi žijící ve 
vysoké nadmořské výšce porovnávaných s pacienty trpících chronickou obstrukční 
bronchopulmonální nemocí žijící v nízké nadmořské výšce měly obě skupiny 
porovnatelnou hodnotu saturace periferní krve přibližně 80%, ale druhá skupina byla 
vystavena významně větší hyperkapnii. Skutečnost, že hyperkapnie částečně brání 
rozvoji hypoxické plicní hypertenze byla potvrzena v minulosti i experimentálně na 
laboratorních potkanech.  
Cílem této studie bylo testovat hypotézu zda působení chronické hyperkapnie 
zmírní oxidační poškození periferních plicních arteriol způsobené chronickou 
hypoxií. Výsledky této studie byly zveřejněny v publikaci č.1. 
 
 
2.1.2 Použitá metodika: 
 
Studie byla provedena na dospělých samcích laboratorních potkanů kmene 
Wistar. Působení normobarické chronické hypoxie (FiO2 - 10%) ev. normobarické 
chronické hypoxie (FiO2 - 10%) s chronickou hyperkapnií (FiCO2 - 5%) bylo 
indukováno v hypoxické komoře po dobu 3 týdnů (experiment A) a po dobu 4 dní 
(experiment B). 
V experimentu A jsme měřili střední krevní tlak v plicnici u živých zvířat, 
hmotnost srdce, % remodelovaných periferních plicních arteriol, minutový srdeční 
výdej, hematokrit, pigmenty podobné lipofuscinu a tělesnou hmotnost. 
V experimentu B jsme měřili množství vydechovaného NO, plasmatickou 
koncentraci NOx, koncentraci nitrotyrozinu a přítomnost specifických kolagenových 








 V experimentu A byly všechny měřené parametry v skupině vystavené 
chronické hypoxii s hyperkapnií nižší oproti skupině vystavené chronické hypoxii 
bez hyperkapnie kromě hodnoty hematokritu a minutového srdečního výdeje, které 
se oproti této skupině nelišily (obrázek č. 5). 
 V experimentu B bylo produkované množství NO (ve vydechovaném vzduchu 
i plasmě) výrazně větší v skupině vystavené chronické hypoxii s hyperkapnií 
v porovnání se skupinou vystavenou chronické hypoxii bez hyperkapnie. Hodnoty 
oxidačního poškození periferních plicních arteriol (koncentrace nitrotyrozinu a 
specifické kolagenové štěpy) byly ve skupině vystavené chronické hypoxii 
s hyperkapnií výrazně nižší oproti 
skupině vystavené chronické hypoxii bez 




     
 
 
Obrázek č. 5: PAP u zvířat vystavených 
chronické hypoxii ev. chronické hypoxii 
s hyperkapnií po dobu 3 týdnů. 
 
N – normoxické kontroly, H – hypoxické 
kontroly, H+CO2 – zvířata vystavena 






2.1.4 Diskuse k publikaci: 
 
Hlavním objevem této práce je důkaz, že 
zmírnění rozvoje hypoxické plicní hypertenze hyperkapnií je způsobeno přímým 
zmenšením oxidačního poškození periferních plicních arteriol působením 
hyperkapnie. Nejpravděpodobnější mechanismus této vlastnosti hyperkapnie je 
indukce tvorby nitrosoperoxokarbonátu. Tento vzniká vzájemnou interakcí CO2 a 
peroxynitritu, což významně sníží biologický poločas peroxynitritu. Zkrácená doba 
difuze peroxynitritu vede k menší biologické efektivitě této molekuly, což vede 
k menšímu oxidačnímu poškození periferních plicních arteriol. Ověřením této 
hypotézy se uvedená práce nezabývala. Zmenšení rozvoje hypoxické plicní 
hypertenze, v tomto pokusu, nebylo způsobeno srdečním selháním. 
Uvedená studie byla rozdělena na experiment A a experiment B. 
V experimentu A byla vyšetřovaná zvířata vystavena působení chronické hypoxii ev. 
chronické hypoxii s hyperkapnií po dobu 3 týdnů k prokázání změn plicního řečiště 
přetrvávajících dlouhodobě (zvýšený tlak v plicnici, remodelace plicních periferních 
arteriol, tělesná hmotnost...). V experimentu B byla vyšetřovaná zvířata vystavena 
uvedeným podmínkám po dobu 4 dní. Tato část pokusu byla zaměřena na měření 
změn v průběhu prvního týdne rozvoje hypoxické plicní hypertenze, kdy je oxidační 










Obrázek č. 6: Plazmatická koncentrace 
nitrotyrozinu u zvířat vystavených 
chronické hypoxii ev. chronické hypoxii 
s hyperkapnií po dobu 4 dnů. 
 
N – normoxické kontroly, H – hypoxické 
kontroly, H+CO2 – zvířata vystavena 






2.2 Pokus č.2 
 
2.2.1 Úvod a hypotéza: 
 
V současné době je léčba plicní hypertenze založena na podávání třech skupin 
látek: a.) omezení účinku endotelinu, aplikací inhibitorů jeho membránových 
receptorů; b.) zvýraznění vazodilatačních účinků prostacyklinu, aplikací agonistů 
jeho membránových receptorů; c.) prodloužení účinnosti NO, intracelulární inhibicí 
hydrolýzy cGMP zablokováním specifické fosfodiesterázy; a jejich vzájemných 
kombinací.  Z uvedených působků; endotelin, prostacyklin, NO; pouze produkce NO 
významně funkčně souvisí s adaptací plicní cirkulace na zvýšený krevní tlak. 
Význam zvýšené produkce endotelinu a snížené produkce prostacyklinu při 
rozvinuté plicní hypertenzi se v současné době považuje spíše za následek než důvod 
poškození plicních cév (Stewart et al. 1991). Tvorba NO úzce souvisí s hladinou L-
argininu jako substrátu NOS a aktivitou enzymu PDE, vše viz kapitola Úvod. 
V minulosti bylo experimentálně prokázáno, že samostatné podání L-argininu nebo 
samostatné podání specifického inhibitoru PDE (sildenafil) výrazně sníží rozvoj 
hypoxické plicní hypertenze.  
Cílem této studie bylo testovat hypotézu zda podání L-argininu v kombinaci se  
sildenafilem je při inhibici rozvoje hypoxické plicní hypertenze efektivnější než 
podání uvedených látek samostatně. Výsledky této studie jsou přijaty k publikaci 
(publikace č.2 této obhajoby). 
 
 
2.2.2 Použitá metodika: 
 
 Studie byla provedena na dospělých samcích laboratorních potkanů kmene 
Wistar. Vyšetřovaná zvířata byla vystavena normobarické chronické hypoxii (FiO2 - 
10%) po dobu 3 týdnů. Zkoumané léčiva; L-arginin, sildenafil a jejich kombinace; 
byly aplikovány vyšetřovaným zvířatům po celou dobu expozice chronické hypoxii.  
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 Měřili jsme střední krevní tlak v plicnici u živých zvířat, % remodelovaných 
periferních plicních arteriol, hmotnost srdce, minutový srdeční výdej, hematokrit, 
tělesnou hmotnost, koncentraci NOx a cGMP v plazmě. 
2.2.3 Výsledky: 
 
 Hodnoty tělesné hmotnosti, hematokritu a minutového srdečního výdeje se 
v skupinách vystavených hypoxii navzájem nelišily. Koncentrace NOx a cGMP 
v plazmě byla v skupině vystavené chronické hypoxii a léčené kombinací 
podávaných látek významně vyšší oproti skupině vystavené chronické hypoxii bez 
léčby. Hodnoty středního krevního tlaku v plicnici (obrázek č. 7), procento 
remodelovaných periferních plicních arteriol (obrázek č. 8) a hypertrofie pravé 
srdeční komory byly významně menší v skupině léčené kombinací podávaných látek 
oproti hypoxickým kontrolám. První dva měřené parametry byly dokonce významně 
menší v této skupině v porovnání se skupinami léčenými látkami jednotlivě.  
 








N – normoxické kontroly, H – hypoxické kontroly, SH 
– skupina vystavena chronické hypoxii s podáváním 
sildenafilu, AH – skupina vystavena chronické hypoxii 
s podáváním L-argininu, SAH – skupina vystavena 
hypoxii s podáváním kombinace L-argininu a 
sildenafilu. 
* - P < 0.05 vs. skupině H 
# - P < 0.0001 vs. skupině H a P < 0.05 vs. skupinám 
SH a AH 
Obrázek č. 8: Procento remodelovaných 
preriferních plicních arteriol („double 
laminated“ vessels)     u zvířat vystaveny 
působení chronické hypoxii. 
 
N – normoxické kontroly, H – hypoxické kontroly, 
SH – skupina vystavena chronické hypoxii 
s podáváním sildenafilu, AH – skupina vystavena 
chronické hypoxii s podáváním L-argininu, SAH – 
skupina vystavena hypoxii s podáváním kombinace 
L-argininu a sildenafilu. 
* - P < 0.001 vs. skupině H 





2.2.4 Diskuse k publikaci: 
 
Hlavním objevem této práce je, že substrát NO syntázy (L-arginin) a inhibitor 
PDE (sildenafil) podané současně jsou účinnější při omezení rozvoje hypoxické 
plicní hypertenze, než tyto látky podané samostatně. Prokázali jsme, že tento efekt 
pravděpodobně souvisí s produkcí NO. Zmenšení rozvoje hypoxické plicní 
hypertenze, ve všech léčených skupinách, v tomto pokusu, nebylo způsobeno 
srdečním selháním.  
 V uvedené práci jsme záměrně zvolili minimální, ale ještě účinné dávky 
vyšetřovaných látek k lepšímu odhalení aditivního účinku podání uvedených látek 






















- hyperkapnie sníží oxidační poškození periferních plicních arteriol při působení 
chronické hypoxie a tím zmenší rozvoj hypoxické plicní hypertenze. Tento efekt 
pravděpodobně souvisí se sníženou biologickou dostupností peroxynitritu. 
 
- kombinace L-argininu, jako prekurzoru NOS a inhibitoru PDE (sildenafil) je při 





























Hyperkapnii je možné terapeuticky využít v léčbě kriticky nemocných se 
sklonem k hypoxii (kardio – pulmonální selhání), jako prevenci rozvoje plicní 
hypertenze. Tato práce vysvětluje klinické pozorování kdy pacienti s chronickou 
obstrukční plicní nemocí s významnou obstrukcí dýchacích cest, kteří jsou vystaveni 
účinku hypoxie a zároveň účinku hyperkapnie, mají méně rozvinutou plicní 
hypertenzi oproti zdravým lidem žijícím ve vysoké nadmořské výšce vystavených 
porovnatelné hypoxii bez hyperkapnie. 
 Mortalita pacientů s plicní hypertenzí úzce souvisí s pravostrannými srdečními 
hemodynamickými parametry (střední tlak v plicnici, krevní tlak v pravé srdeční 
komoře, srdeční index) (D'Alonzo et al. 1991). Současná doporučená léčba plicní 
hypertenze (inhibitory endotelinových receptorů, agonisty prostacyklinových 
receptorů, inhibitory fostodiesteráty) je extrémně drahá, ale málo účinná (první dva 
přístupy). Terapie prezentována v naší práci (pokus č.2) je v porovnání se současnou 
léčbou plicní hypertenze  levná a hemodynamicky účinná. V budoucnosti by mohla 




















Hypercapnia could be used in the treatment of critically ill patients with 
chronic hypoxia (cardio – pulmonary failure) as a prevention against the 
development of hypoxic pulmonary hypertension. This work showed the reason 
based on the observed difference between patients with chronic obstructive 
pulmonary disease and high altitude dwellers. Both groups have similar levels of 
oxygen saturation of haemoglobin, high altitude residents have no hypercapnia 
compared to patients with chronic obstructive pulmonary disease but hypercapnic sea 
level patients have less severe lung hypertension than mountain residents.  
Mortality of people with diagnosed pulmonary arterial hypertension is closely 
associated with right ventricle hemodynamic function (pulmonary arterial pressure, 
right atrial pressure and cardiac index). Recently, the therapy that has been used for 
pulmonary arterial hypertension has consisted of three main targets; firstly: 
endothelin receptor blockers, secondly: prostacycline and its analogues, thirdly: 
PDE-5 inhibitors in order to increase the concentration of endogenous NO and its 
mutual combination. Unfortunately, it is clear that the recent clinical therapy of 
pulmonary arterial hypertension is extremely expensive, with minimal or no effect on 
right ventricle hemodynamic function. In fact, the significance of the increase of 
prostacycline and endothelin throughout the duration of pulmonary arterial 
hypertension is a consequence rather than a cause of pulmonary arterial 
hypertension. The treatment presented in the recent work could play an important 
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Chronic hypoxia induces an increased production of nitric oxide (NO) in pulmonary prealveolar 
arterioles. Bioavailability of the NO in the pulmonary vessels correlates with concentration of L-
arginine as well as activity of phosphodiesterase-5 enzyme (PDE-5). We tested a hypothesis whether 
a combination of L-arginine and PDE-5 inhibitor sildenafil has an additive effect in reduction of the 
hypoxic pulmonary hypertension (HPH) in rats. Animals were exposed to chronic normobaric hypoxia 
for 3 weeks. In the AH group, rats were administered L-arginine during chronic hypoxic exposure. In 
the SH group, rats were administered sildenafil during chronic hypoxic exposure. In the SAH group, 
rats were treated by the combination of L-arginine as well as sildenafil during exposure to chronic 
hypoxia. Mean PAP, structural remodelling of peripheral pulmonary arterioles (%DL) and RV/LV+S 
ratio was significantly decreased in the SAH group compared to hypoxic controls even decreased 
compared to the AH and the SH groups in first two measured parameters. Plasmatic concentration of 
cGMP and NOx were significantly lower in the SAH group compared to hypoxic controls. We 
demonstrate that NO synthase substrate L-arginine and phosphodiesterase-5 inhibitor sildenafil 
administered in combination are more potent in attenuation of the HPH compared to a treatment by 














Morbidity and mortality of pulmonary arterial hypertension (PAH) still remains high. The production of 
nitric oxide (NO) in pulmonary arterioles increases during exposure to chronic hypoxia (Hampl et al. 
1993; Xue et al. 1994). It suggests NO has an important role in the adaptation of the pulmonary 
circulation to elevated blood pressure. The production of NO in the pulmonary vessels is related to the 
concentration of L-arginine as a substrate for NO synthesis (Palmer et al. 1988; Stuehr et al. 1991). It 
is reported that administration of L-arginine increases NO production (Fike et al. 2000) as well as 
decreases pulmonary hypertension caused by chronic hypoxia (hypoxic pulmonary hypertension, 
HPH) (Mitani et al. 1997). Nitric oxide in smooth muscle cells binds to soluble guanylate cyclase and 
activates the production of cyclic guanosine monophosphate (cGMP). Cyclic GMP activates processes 
which result in the activation of voltage-gated potassium channels and inhibition of the depolarization 
of the smooth muscle cells and thus leads to vasodilation (Murad 1986; Archer et al. 1994). The 
soluble cGMP is degraded by the phosphodiesterase (PDE) enzyme (specific isoform number 5) in 
pulmonary arterioles. Inhibition of PDE activity by sildenafil has a significant vasodilatory effect in the 
developed HPH in rats (Cohen et al. 1996) and also in patients with pulmonary arterial hypertension 
(PAH) (Michelakis et al. 2002). The effective vasodilatory therapy has been considered an important 
factor in improving quality of life in patients with PAH (D'Alonzo et al. 1991). The PDE inhibitors are 
used most often in combination with other drugs in treatment of PAH: in combination with 
prostacycline analogues (Itoh et al. 2004; Clozel et al. 2006), in combination with endothelin receptor 
A inhibitors (Mouchaers et al. 2009), and in combination with HMG-CoA inhibitors (Satoh and Satoh 
2008; Zhao et al. 2009). Every used combination has a moderate potentiation effect in decreasing the 
pulmonary artery pressure compared to the PDE inhibitor alone.  
In the present study in rats, we tested the hypothesis whether the combination of L-arginine 
and the PDE-5 inhibitor sildenafil is more effective in reduction of the development of HPH than 
the drugs administered alone. 
 
Methods 
Experiments on five groups of adult male Wistar rats (BW 220-250g at the beginning of the 
experiment) were performed in accordance with the European Community and NIH guidelines for the 
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use of experimental animals. All experiments were approved by our institution´s Animal Studies 
Committee. 
Experimental groups and drug administration: 
Experimental animals were exposed to chronic hypoxia in an isobaric hypoxic chamber (FiO2=0.1) for 3 
weeks. Experimental group AH (n=10) were rats administered with L-arginine (Sigma-Aldrich®, Czech 
Republic), 500mg.kg-1 per day by gavage during hypoxia exposition. We used a similar effective dose 
of L-arginine as other researchers (Mitani et al. 1997). Group SH (n=10) were rats administered with 
the PDE-5 inhibitor sildanefil (Revatio 20mg tbl, Pfizer®), 25mg.kg-1 per day by gavage during hypoxia. 
In the literature, the dosage of sildenafil varies from 1mg.kg-1 to 100mg.kg-1 per day or more (Preston 
et al. 2004; Clozel et al. 2006; Satoh and Satoh 2008; Zhao et al. 2009). We decided to use a lower 
dose of sildenafil (25mg.kg-1 per day) to unmask the potentially amplifying effect of L-arginine. Group 
SAH (n=10) were rats given a combination of L-arginine and sildenafil during hypoxia. Group H (n=10) 
were rats exposed to chronic hypoxia with no drugs. Group N (n=10) were normoxic controls. All 
animals lived in 12 hours diurnal cycles and had free access to water and food. The gavage technique 
was used to avoid the influence of food and water intake decrease during hypoxic exposure (Singh 
and Selvamurthy 1993).  
Experimental protocol and measurements: 
After 3 weeks of hypoxia, rats were anesthetized with thiopental (30mg.kg-1 b.w. i.p.). In closed-chest 
spontaneously breathing animals, we measured the mean pulmonary artery pressure (PAP) (Herget 
and Palecek 1972). After measurement of PAP, the animals were ventilated with air through a tracheal 
cannula (50 breaths.min-1; peak inspiratory pressure 10 cmH2O; positive end-expiratory pressure 2 
cmH2O). The chest was then opened by sternotomy and an ultrasound flow probe with J transducer 
(Transonic Systems Inc, Ithaca, NY, USA) was placed on the ascending aorta to measure cardiac 
output (Hampl et al. 1993). Subsequently, arterial blood samples were collected for measuring cGMP 
and hematocrit. The plasma concentration of NO and its oxidation products (nitrites and nitrates, NOx) 
were measured with a chemiluminescence NO analyzer using the methods described earlier 
(Sun et al. 2010). Finally, the heart and lungs were removed from the thoracic cavity. The heart was 
dissected and weighed in parts (Fulton et al. 1952). Lungs were filled with formol solution through the 
trachea for assessing the presence of hypoxia-induced structural remodelling of peripheral pulmonary 
arteries. The same person blinded to the study group from which the specimen originated calculated 
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all scores. The results are presented as the proportion of peripheral vessels with separated elastic 
laminas (double-laminated, %DL) (Herget et al. 1978).  
Cyclic GMP was determined from blood samples which were frozen and stored at -80°C until 
measurement was performed by the radioimmunoassay kit (Immunotech Inc). 
Statistical analysis: 
Results were analyzed by 1-way ANOVA with Fischer post-hoc test. Values of p<0.05 were 
considered significant. The results are presented as means ± SEM. 
 
Results 
Body weight, cardiac output and hematocrit did not differ in any of the groups exposed to chronic 
hypoxia (tab. 1). Plasma concentration of cGMP was increased in all groups exposed to hypoxia 
compared to normoxic controls, however, rats administered by L-arginine and a combination of L-
arginine with sildenafil had a significantly higher cGMP concentration than hypoxic controls (tab.1). 
The group with combined treatment had significantly higher concentrations of nitrites and nitrates 
(NOx) compared to all other groups (tab.1). 
Animals exposed to hypoxia with administration of drugs had significantly lower mean PAP compared 
to non-treated hypoxic rats. Mean PAP in the SAH group was significantly lower compared to the 
groups administered with L-arginine or sildenafil alone (fig.1). We found the right heart ventricle weight 
was significantly reduced in the SAH group compared to the H group, but not in the AH and SH groups 
(fig. 2). Presence of the double laminated pulmonary arterioles was significantly lower in the groups 
exposed to hypoxia with administration of drugs compared to hypoxic controls, but the SAH group had  
significantly lower %DL compared to the AH and SH groups (fig. 3).  
 
Discussion 
We demonstrate that the NO synthase substrate L-arginine and the phosphodiesterase-5 
inhibitor sildenafil added in combination are more potent in the attenuation of HPH compared to 
treatment by substances given alone. Combined administration was more potent in decreasing mean 
PAP; it reduced the hypoxia-induced remodelling of the prealveolar pulmonary arterioles and 
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significantly reduced right heart hypertrophy. Adding L-arginine together with sildenafil resulted in 
increased plasma concentrations of NOx  and cGMP compared to hypoxic non-treated rats.  
In rats treated with L-arginine alone, we found slightly, but significantly attenuated HPH which 
coincides with increased plasma concentration of cGMP. These data are consistent with the other 
researchers (Mitani et al. 1997; Fagan et al. 1999). In the present experiment we did not find, 
however, any effect of L-arginine on the right heart hypertrophy induced by chronic hypoxia. Mitani et 
al. (Mitani et al. 1997) reported that right heart ventricle hypertrophy reduction during chronic hypoxia 
with L-arginine administered intraperitonealy was dose dependent: 500 mg.kg-1 of L-arginine was 
effective but 200mg.kg-1 had no effect. In our experiment we used 500 mg.kg-1 of L-arginine, but it was 
given by a gastric gavage. The amount of L-arginine absorbed in the animal gastrointestinal tract 
could be lower than after intraperitoneal application. The release of insulin and growth hormones by 
administration of parenteral L-arginine may considered also (Giugliano et al. 1997).  The effect of the 
L-arginine administered could be explained by it´s bioavailability and/or by competition with 
the endogenous asymmetric methylarginines (ADMA). The increased concentration of ADMA 
was found in patients with pulmonary hypertension (Gorenflo et al. 2001). ADMA acts as an 
endogenous inhibitor of the NO synthase (Vallance et al. 1992). In conditions of oxidant stress 
L-arginine supplementation may exacerbate NOS uncoupling, production of superoxide 
prevails NO and the radical tissue injury worsens (Druhan et al. 2008)     
 
Results of the studies where authors administered the PDE-5 inhibitor sildenafil alone in HPH 
are partly controversial. We found lower mean PAP and reduced remodelling of the peripheral 
pulmonary arterioles compared to hypoxic controls. These results are in accordance with the other 
researchers (Hanasato et al. 1999; Sebkhi et al. 2003). On the other hand we did not find a reduction 
of the right heart hypertrophy and we did not find a difference in plasma concentration of the cGMP 
compared to hypoxic rats. Similar results were found in mice in experiments by Zhao et al. (Zhao et al. 
2001). They found significantly increased cGMP concentration in lung homogenate but not in plasma 
in chronic hypoxia exposed mice administered with 25mg.kg-1 per day of sildenafil. In the case of right 
heart hypertrophy, we found even more controversies in the literature. No comparable experiment was 
reported which would directly compare the effect of sildenafil administration on hypoxia induced right 
heart hypertrophy in rat species.  Zhao et al. (Zhao et al. 2001) found significantly decreased right 
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heart hypertrophy in mice after 25mg per kg of sildenafil during chronic normobaric hypoxia. Hanasato 
et al. (Hanasato et al. 1999), used a different PDE-5 inhibitor: E-4010, hypobaric hypoxia and more 
importantly, they used pretreatment with a PDE-5 inhibitor for 1 day before hypoxia exposition. The 
other study suggested that sildenafil efficacy on the right heart hypertrophy is not dose-dependent in 
doses of 3mg.kg-1 per day and more (Hanasato et al. 1999).  
The increase in NO production during the exposure to chronic hypoxia is consistent with 
several of our former studies (Hampl et al. 2006; Hodyc et al. 2012) and studies of other research 
groups (see review (Hampl and Herget 2000). NO plays an important role in chronic hypoxia induced 
structural and functional changes in prealveolar vessels. In the early phase of hypoxic exposure, 
increased NO production participates with oxygen radicals in the pathogenesis of HPH (Herget et al. 
2000; Hampl et al. 2006). In the later phase of hypoxic exposure, increased NO production restricts 
already developed hypertension (see review (Hampl and Herget 2000). Nitric oxide is not only a 
vasodilator and smooth muscle cells remodelling inhibitor, it also inhibits platelet aggregation (Adams 
et al. 1995), as well as decreases endothelial activation of adhesion molecules and proinflamatory 
cytokines (De Caterina et al. 1995). The other, additional, mechanisms which may be involved in our 
study should also be considered. The antiaggregatory effect of L-arginine on blood platelets and PDE-
5 in pulmonary circulation is thought to limit the vasodilator and antiproliferative effects of the NO 
(Sebkhi et al. 2003). 
In the present study, we focused on the administration of minimal but still effective doses of L-arginine 
and the PDE-5 inhibitor sildenafil to reveal a potentially synergistic effect of the combination of drugs. 
Our data clearly presents a pure synergistic effect of the combination of the L-arginine and the PDE-5 
inhibitor sildenafil in rat model on attenuation of the development of HPH, characterized by 
significantly decreased mean PAP, significantly decreased remodelling of the peripheral pulmonary 
arterioles and significantly reduced right heart hypertrophy. Present experimental study suggests 
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 BW             
[g] 
CO        
[mL.min-1] 







N 405.6±33.3 34.3±7.2 43.4±3.7 0.1±0.04 21.4±2.8 
H 274.4±22.4 
* 
20.0±3.7 * 68.4±4.6 * 73.5±27.8 * 27.3±4.7 
AH 263.4±24.3 
* 
21.7±1.5 * 64.8±7.5 * 101.6±31.6 *+ 27.8±2.2 
SH 253.2±11.6 
*+ 
25.8±5.9 # 72.5±3.8 * 95.6±26.1 * 22.5±1.5 
SAH 258.0±18.0 
* 
22.6±6.0 * 70.0±5.8 * 113.3±29.5 *+ 38.0±4.4 ‡ 
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Tab.1: BW – body weight in time of measurement; CO – cardiac output; HTC – hematocrit; cGMP – 
cyclic guanosine monophosphate. * - P<0.0001 vs. group N; # - P<0.01 vs. group N; + - P<0.05 vs. 




























































































































Vztah volných kyslíkových radikálů a oxidu dusnatého při vzniku hypoxické plicní 
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Plicní cirkulace je jak morfologicky tak i funkčně odlišná od cirkulace systémové. Působením 
chronické hypoxie vzniká plicní hypertenze (HPH) charakterizovaná vazokonstrikcí a 
remodelací periferních plicních arteriol. Na tomto procesu se podílí oxid dusnatý (NO) a 
volné kyslíkové radikály, hlavně superoxid; po interakci s kyslíkovými radikály hraje roli při 
remodelaci plicních periferních arteriol. Superoxid poškozuje stěny prealveolárních plicních 
cév. Vzniklý peroxynitrit modifikuje kolagen intercelulární matrix periferních plicních 
arteriol pomocí specifických metaloproteináz, uvolněných z žírných buněk. Štěpení kolagenu 
se podílí na mechanismu morfologické přestavby periferních plicních cév, která spočívá 
v muskularizaci a fibrotizaci jejich stěny. Změny vznikají u potkana v průběhu prvního týdne 
působení chronické hypoxie, což koreluje se vzestupem středního arteriálního krevního tlaku 
v plícnici. Při déle pokračujícím působení chronické hypoxie tyto procesy již dále 
neprogredují.  
 
Klíčová slova: hypoxická plicní hypertenze, chronická hypoxie, superoxid, oxid dusnatý. 
 
Summary:  
Pulmonary circulation is completely different compared to systemic circulation. Chronic 
hypoxia damages peripheral pulmonary arterioles and causes hypoxic pulmonary 
hypertension (HPH) which consists of vasoconstriction and remodelling of the arterioles. The 
release of reactive oxygen species (ROS) – mainly superoxide and nitric oxide (NO) 
contribute to the pathogenesis of HPH. During exposition to chronic hypoxia, the NO 
production is markedly elevated and it has two effects: the first, direct vasodilatory effect 
caused by NO, the second, contribution to remodelling of the  peripheral pulmonary vessels 
by interaction with ROS. The interaction of superoxid and NO releases peroxynitrite which 
plays a role in the onset of  collagen cleavage. A typical low molecular weight of collagen 
fragments induces remodelling of the peripheral pulmonary arterioles. These changes are 
typical for the first week of exposure to the chronic hypoxia which also correlates with sudden 
elevation of the mean pulmonary artery pressure. Continual exposition to the chronic hypoxia 
after first week does not cause progressive worsening of HPH. 
 




ROZDÍLY MEZI PLICNÍ A SYSTÉMOVOU CIRKULACÍ 
 
Systémová a plicní cirkulace jsou jak morfologicky tak i funkčně odlišné. 
V systémové cirkulaci přestupuje kyslík z krve do okolních tkání, zatímco v plicích probíhá 
proces opačný. V plicní cirkulaci je oproti systémové cirkulaci několikanásobně nižší krevní 
tlak, což je výhodné vzhledem k tenké a „křehké“ alveolo-kapilární membráně. 
 Příčinou rozdílného krevního tlaku je odlišný bazální cévní tonus, který je v plicní cirkulaci 
nízký. Nízký cévní tonus souvisí s množstvím a aktivitou hladké svaloviny v stěně cév. 
V plicní cirkulaci je množství hladkého svalu v porovnání se systémovými cévami stejného 
kalibru menší. Svalovina v periferních prealvaolárních cévách se nenachází po celém obvodu 
(Hislop and Reid 1978).  
Další odlišností obou cirkulací je rozdílná závislost průtoku na zvyšujícím se 
perfuzním tlaku. Průměr cévy závisí na transmurálním tlaku v cévě.  V plicní cirkulaci průměr 
cévy závisí proto i na intravaskulárním a extravaskulárním (alveolárním) tlaku, povrchovém 
napětí v alveolech, na vlastnostech plicního parenchymu a také na objemu plic (Dawson et al. 
1988; Hampl and Herget 1995).  
Plícemi protéká celý minutový srdeční výdej, zatímco v systémovém krevním oběhu je 
distribuován do jednotlivých orgánů jenom jeho větší nebo menší část. Rychlost průtoku krve 
plicním cévním řečištěm je vyšší než v systémovém řečišti. S rychlostí průtoku souvisí 
hodnota střižného napětí (shear stress), která je v plicních cévách větší.  
Důležitým funkčním rozdílem plicní  a systémové cirkulace je reakce na akutní 
hypoxii. V systémových cévách při hypoxii dochází obvykle k různě velké vazodilataci. 
Důsledkem je pak zvýšená perfúze příslušné cévní oblasti, což zajistí přiměřený přísun 
kyslíku a živin k buňkám. V plicních cévách by tento mechanismus nebyl výhodný, protože 
vazodilatací by se v nedostatečně ventilovaných plicních segmentech zvyšovala žilní příměs 
a tím by se zhoršovala transportní schopnost plic pro kyslík. Působením akutní hypoxie 
(řádově minuty), způsobenou nedostatečnou ventilací plicních segmentů, dochází v plicní 
cirkulaci, na rozdíl od systémové cirkulace, k vazokonstrikci arteriol a tím k omezení žilní 
příměsi. Za tento mechanismus, vyvolaný působením akutní hypoxie, je odpovědná 
depolarizace buněk hladké plicní cévní svaloviny, vyvolaná hypoxickou inhibicí napěťově 
řízených draslíkových kanálů a zvýšenou intracelulární koncentrací vápníku (Archer et al. 




PLICNÍ HYPERTENZE a CHRONICKÁ HYPOXIE 
 
Reakcí plicní cirkulace na poškození je zvýšení odporu proudění krve a následný 
vznik plicní hypertenze. Plicní hypertenze je chronicky zvýšený krevní tlak v arteria 
pulmonalis (PAP) nad hodnotu 25 mmHg. Jednoduchým, levným a dobře reprodukovatelným 
způsobem, jak  můžeme  plicní hypertenzi vyvolat, je působení chronické hypoxie (dny až 
týdny). Chronickou hypoxii můžeme vyvolat snížením barometrického tlaku (hypobarická 
hypoxie) nebo snížením koncentrace kyslíku ve vdechované směsi plynů  při normálním 
barometrickém tlaku (normobarická hypoxie). První způsob vyvolání plicní hypertenze je 
typický při pobytu ve vysokých nadmořských výškách, druhý při poruchách plicní ventilace. 
Působením chronické hypoxie se zvyšuje periferní plicní cévní odpor a vzniká chronická 
hypoxické plicní hypertenze (HPH). Po dosažení určité hodnoty plicního cévního odporu již 
k dalšímu zvyšování odporu v plicní cirkulaci nedochází i když působení chronické hypoxie 
přetrvává, tzn. že HPH není progresivní. Po přerušení expozice hypoxii dochází v průběhu 
týdnů a měsíců k návratu k původním hodnotám plicního cévního odporu (Herget et al. 1978; 
Sebkhi et al. 2003), tzn. že HPH je reverzibilní. Na základě těchto vlastností je vhodné na 
HPH nahlížet ne jako na nemoc, ale spíše jako na adaptační mechanismus plicního cévního 
řečiště  na chronický nedostatek kyslíku.  
Na rozvoji HPH se podílejí dva hlavní mechanismy odpovědné za zvýšení cévního 
plicního periferního odporu: 1) vazokonstrikce prealveolárních plicních cév a 2) jejich 
morfologická přestavba – strukturální remodelace. Na začátku rozvoje HPH snad převládá 
vazokonstrikce, s pokračující chronickou hypoxií postupně převládá efekt strukturální 
remodelace plicních arteriol (Reeves et al. 1986). Mechanismus vazokonstrikce, způsobené 
chronickou hypoxií se liší od vasokonstrikce, vyvolané působením akutní hypoxie (HPV). Při 
chronické hypoxii je reakce na akutní hypoxii sice oslabená, ale stále přítomná. 
Vazokonstrikce při HPH je přítomna při plicním zánětu, plicním edému i v jiných situacích 
kdy, HPV zcela chybí.  
Morfologické změny souvisejí s produkcí hladké svaloviny v oblasti tunica media 
v stěně prealveolárních arteriol. Zbytněním tunica media, kde původně svalovina není nebo 
tvoří jen nesouvislou vrstvu, vzniká v periferních plicních arteriolách tvorbou svaloviny 
histologický obraz „dvojitě laminovaných cév“. Vrstva hladkého svalu je ohraničena vnitřní a 
zevní elastickou vrstvou. Existuje starší představa, že tvorba svaloviny v místech, kde 
původně nebyla (nebo byla v omezené míře), způsobí zmenšení průměru periferních plicních 
arteriol (roste „dovnitř“ lumen cévy, enchroaching inward) a tím zvýší periferní plicní cévní 
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odpor (Barer 1979). Zvýšením periferního plicního odporu se klinicky projeví i mimo plíce 
rozvojem hypertrofie pravé srdeční komory a vznikem cor pulmonale. 
  Podíl remodelace plicních periferních arteriol a její vztah k vápníkové sensitizaci 
zatím není uspokojivě dořešen.V poslední době se objevují názory svědčící proti tomu, že 
remodelace plicního cévního řečiště působením chronické hypoxie vede ke zvýšení plicní 
cévní rezistence (Fagan et al. 2004; Howell et al. 2004). Podle těchto názorů hraje působení 
chronické hypoxie snad důležitější roli na změnu citlivosti plicních hladkých svalových buněk 
k vápníku – vápníková sensitizace (Somlyo and Somlyo 2003). Tyto výsledky byly zatím 
získány pouze nepřímou farmakologickou inhibicí Rho kinázového systému (fasudil), není 
proto možné vyloučit i jiný možný mechanismus účinku uvedeného léku (obrázek). Citlivost 
k vápníku a vazokonstrikce, způsobená systémem Rho kináz, může hrát roli v rozdílech 
vazokonstrikce indukované působením akutní a chronické hypoxie. 
Při působení chronické hypoxie a při rozvoji HPH hrají významou roli oxid dusnatý a volné 





Oxid dusnatý (NO) je radikál vyskytující se hlavně v plynné formě. NO je produkován téměř 
všemi tkáněmi savců a hraje důležitou roli v řadě biologických pochodů, hlavně v regulaci 
hemodynamiky, neurotransmisi a zánětu (Ignarro 2000). V plicích vzniká v endotelových 
buňkách, reakcí semi-esenciální aminokyseliny (v dětství esenciální, v dospělosti nikoli) L-
arginin (Palmer et al. 1988) s atomem kyslíku, který pochází z molekuly kyslíku (Moncada et 
al. 1989). Jako produkt této reakce vzniká aminokyselina L-citrulin (Palmer and Moncada 
1989). Celá reakce probíhá v několika krocích pomocí komplexního enzymu NO syntázy 
(NOS). Tento enzym se v živých organismech nachází ve třech izoformách (Knowles and 
Moncada 1994): neuronální NOS (nNOS), konstitučně exprimovaná v mozku, dále 
endoteliální NOS (eNOS), konstitučně exprimovaná endotelem, a konečně inducibilní NOS 
(iNOS), exprimována dle potřeby v různých buňkách (makrofágy, neutrofilní granulocyty, 
endotelové buňky atd.). V plicní cirkulaci v časných fázích působení chronické hypoxie 
produkuje iNOS několikanásobně větší množství NO v porovnání s produkcí konstituční 
eNOS (Hampl et al. 2006). Vytvořený oxid dusnatý difunduje z endotelových buněk do 
hladkých svalových buněk, kde působí pomocí druhého posla, cyklickým guanosin 
monofosfátem (cGMP) (Murad 1986); cGMP aktivuje vápníkem řízené draslíkové kanály, 
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způsobuje hyperpolarizaci buněčné membrány hladkých svalových buněk plicních arteriol, 
což působí snížení intracelulární koncentrace vápníku a tím nakonec vazodilataci. 
Metabolismus cGMP je v buňce plicního cévního hladkého svalu ovlivněn aktivitou 
hydrolytického enzymu fosfodiesteráza (PDE). V lidském organismu existuje minimálně 7 
izoforem tohoto enzymu s různou specificitou k cyklickým nukleotidům. Aktivita PDE5 hraje 
důležitou roli při ovlivňování tonu cévního hladkého svalu plicních arteriol při stavech, 
souvisejících se zvýšenou produkcí NO (Braner et al. 1993; Ziegler et al. 1995) i při rozvinuté 
chronické hypoxické plicní hypertenzi (Cohen et al. 1996). Inhibice PDE je účinná také u 
pacientů s plicní arteriální hypertenzí (Michelakis et al. 2002) a je doporučována v současné 
době jako jedna ze tří možností farmakologické léčby plicní arteriální hypertenze u lidí (Galie 
et al. 2009).   
 Představa, že nízký cévní plicní tonus je následek zvýšené bazální produkce NO (při 
plicní hypertenzi by byla pak tato produkce NO snížená), se nepotvrdila (Adnot et al. 1991). 
Vydechované množství NO i plazmatická koncentrace NO a jeho metabolitů (nitráty, nitrity) 
v zdravé nepoškozené plicní cirkulaci je prakticky nulová, při chronické hypoxii se tato 
produkce významně zvýší. Podáním neselektivního blokátoru NOS, L-NAME nedošlo k 
zvýšení krevního tlaku v plicnici zdravé plicní cirkulace. Na druhou stranu podání L-NAME 
při rozvinuté HPH už zvýšený PAP ještě více zvýšilo (Hampl et al. 1993; Isaacson et al. 
1994). Při chronické hypoxii je také zvýšená produkce NO jak ukazuje nepřímo 
detekce zvýšené exprese NOS (Xue et al. 1994; Xue and Johns 1996).  
 
 
VOLNÉ KYSLÍKOVÉ RADIKÁLY 
 
 Koncentrace volných kyslíkových radikálů (ROS) se zvyšuje v plicní cirkulaci při 
působení chronické hypoxie jak in-vivo tak in-vitro (Chang et al. 1989). Působení ROS 
souvisí s remodelací periferních plicních arteriol. Produkce ROS je v buňce lokalizovaná na 
několika místech (pro přehled viz Herget et al. 2000): 1) dýchací řetězec mitochondrie – při 
hypoxii se zvyšuje produkce superoxidu, 2) aerobní enzymy s flavínovými koenzymy při 
hypoxii produkují zvýšené množství superoxidu. 3) aktivita xantin oxidázy se při hypoxii 
zvyšuje. 4) NADPH oxidáza fagocytů, hlavně makrofágů, produkuje superoxid a peroxid 
vodíku. Tato aktivita je zvýšená předchozí hypoxií. Zdrojem ROS je i NO syntáza. Produkce 
oxidu dusnatého NO syntázou je podmíněná interakcí dvou podjednotek enzymu; tato 
interakce je umožněna kofaktorem tetrahydrobiopterinem (BH4). V podmínkách oxidačního 
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stresu převládá oxidovaná forma kofaktoru dihydrobiopterinu (BH2) nad redukovanou formou 
BH4. V přítomnosti BH2 nedochází k spojení dvou podjednotek NO syntázy (rozpojení - 
uncoupling). Samostatné (rozdvojené) podjednotky NO syntázy produkují superoxid 
(Vasquez-Vivar et al. 1998; Crabtree et al. 2009).   
Přímé měření volných radikálů v biologických systémech je relativně obtížné, je dané 
fyzikálně – chemickými vlastnostmi volných radikálů a kompartmentalizací jejich produkce i 
účinku. Důležitým faktorem je též to, že zatímco v nízké koncentraci často působí jako 
autokrinní (i parakrinní) regulační působky, v koncentracích větších poškozují buněčné 
membrány a modifikují jak nukleové kyseliny tak proteiny i lipidy. Účinky regulační i 
poškozující se mohou překrývat a mohou být odlišné v různých kompartmentech buňky. 
Stanovení koncentrace volných radikálů v extracelulárním prostoru či různé formy odhadu 
„antioxidační aktivity“ mají proto omezený význam a složitou interpretaci. Často používaným 
přístupem je sledování biologického efektu podání látek s antioxidační aktivitou.  
V průběhu působení hypoxie v plicní cirkulaci hraje důležitou roli zvýšení produkce 
superoxidu. Vysoce biologicky aktivní superoxid se v organismu mění na méně reaktivní 
peroxid vodíku a kyslík enzymem superoxid dismutáza (SOD), což je substrátem 
indukovatelný mechanismus (McCord and Fridovich 1969). V savčích buňkách se nacházejí 
dva typy SOD, rozdělené podle kovů v jejich aktivním centru a také podle subcelulární 
lokalizace: Cu,Zn-SOD se nachází preferenčně v cytoplazmě, Mn-SOD naopak 
v mitochondriální matrix. Působením chronické hypoxie se zvyšuje aktivita mitochondriální 
SOD, což také nepřímo ukazuje na předpokládaný zdroj superoxidu. Již po třech hodinách 
expozice hypoxii začíná být detekovatelné zvýšení aktivity Mn-SOD, její maximální aktivita 
byla prokázána v průběhu prvního dne expozice hypoxii (Hampl and Herget 2000). Hypotéza 
o roli ROS při HPH byla poprvé potvrzena experimentálním zvýšením antioxidační aktivity 
podáváním dimetylurey pokusným potkanům v hypoxii: došlo k zmírnění rozvoje HPH a také 
zmenšení strukturální remodelace plicních cév (Langleben et al. 1989). Následně byly použity 
stejně účinné, ale lépe snášené antioxidanty, působící jak extracelulárně (Lachmanova et al. 
2005) tak intracelulárně (Elmedal et al. 2004; Chovanec et al. 2008). Tyto výsledky byly 
potvrzeny i přímým měřením produkce peroxidového radikálu (kapalinová chromatografie),  
kdy podání N-acetylcysteinu způsobilo zmírnění rozvoje HPH (Hoshikawa et al. 2001). 
Cílovým místem působení oxidačního stresu, vyvolaného chronickou hypoxií, se zdá 
být kolagen v extracelulární matrix periferních plicních arteriol. Působením hypoxie  se 
zvyšuje kolagenolytická aktivita v této části plicního řečiště  a hromadí se charakteristické 
štěpy pojivivých bílkovin  (Novotna and Herget 1998; Herget et al. 1999). Je prokázáno, že 
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tyto kolagenové štěpy stimulují mezenchymální proliferaci a tím vedou k strukturální 
remodelaci plicních periferních arteriol (Gardi et al. 1990; Bačáková et al. 1997). 
Kolagenolýza (i HPH) se inhibuje antioxidantem  N-acetyl-cysteinem (Herget et al. 1999). 
Nejpravděpodobnější mechanismus účinku ROS na strukturální remodelaci není přímý, ale 
zřejmě souvisí s interakcí ROS a NO. Interakcí superoxidu a NO vzniká peroxynitrit (Huie 
and Padmaja 1993). Peroxynitrit není volný kyslíkový radikál, ale je také vysoce reaktivní a 
na rozdíl od radikálů relativně stabilní molekula s relativně dlouhým poločasem rozpadu. Ve 
vodním roztoku je v rovnováze se svým konjugátem, slabou kyselinou peroxynitritovou, která 
má vlastnosti podobné hydroxylovému radikálu (zvýrazněné v kyselém prostředí Muijsers et 
al. 1997). Peroxynitrit  způsobuje nitraci tyrozinových zbytků bílkovin a tím je schopen 
proteiny poškozovat (tímto způsobem je možné peroxynitrit také stanovit) (Beckman 1996). 
Významnost peroxinitritu byla opakovaně prokázána působením hyperkapnie, kdy oxid 
uhličitý, navázáním na molekulu peroxynitritu sníží jeho poločas rozpadu a tím působí 
k snížení jeho toxicity. Tyto změny vedou k zmírnění HPH (Belik et al. 2009; Chovanec et al. 
2009). Zdrojem intersticiálních metaloproteináz, které se pomocí radikálů aktivují, jsou žírné 
buňky (Vajner et al. 2006; Maxova et al. 2008). Použitím inhibitoru degranulace žírných 
buněk, kromoglykátu disodného nebo samotného specifického inhibitoru metaloproteináz, 
Batistamat, došlo v obou případech k redukci plicních cévních změn, vyvolaných chronickou 




 INTERAKCE ROS a NO PŘI ROZVOJI HPH 
 
Zvýšená produkce ROS, extrémní produkce NO a tvorba peroxynitritu jsou charakteristické 
pro první dny působení chronické hypoxie. V této době také dochází ke zvyšování plicního 
arteriálního tlaku (Herget et al. 1978), zahájení strukturální remodelace periferních plicních 
cév a zvyšováním plazmatické koncentrace nitrotyrozinu (Herget et al. 2000). Blokáda 
rozvoje HPH podáním antioxidantů je účinná pokud jsou antioxidanty podány v průběhu 
prvního týdne expozice hypoxii. Aplikace antioxidantů v průběhu rozvinuté a stabilizované 
HPH (po druhém nebo v třetím týdnu expozice potkanů hypoxii) efektivní není (Lachmanova 
et al. 2005; Chovanec et al. 2008). Tyto výsledky potvrzují hypotézu, že na začátku expozice 
hypoxii dochází k největší produkci volných kyslíkových radikálů a nejvyšší produkci 
peroxynitritu, spojených se vzestupem plicního arteriálního tlaku. V průběhu dalšího působení 
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chronické hypoxie (od druhého týdne) tyto změny u potkanů ustávají. Hypotéza byla 
potvrzena přímým měřením produkce radikálů v průběhu prvního ev. druhého týdne expozice 
chronické hypoxii (Hoshikawa et al. 1995; Hoshikawa et al. 2001).  V období, kdy působí 
chronická hypoxie, ale tlak v plicnici se již nemění, tj. zhruba od druhého týdne expozice, 
nejsou prokázatalné ani známky progredujícího oxidačního poškození plicní cirkulace. 
Produkce NO s těmito změnami částečně koreluje, ale jeho působení není jednoduché. 
Je potvrzeno, že produkce NO se zvyšuje se zvýšenou expresí NOS v hypoxii. Exprese NOS 
se zvyšuje po několika hodinách až desítkách hodin od začátku hypoxie (Le Cras et al. 1996). 
Zvýšená exprese NOS koreluje se zvýšenou produkcí ROS a následnou produkcí 
peroxynitritu a aktivací strukturální remodelace plicních cév. ROS může působit rozpojení 
NOS, ta se pak stává sama zdrojem superoxidu a podílí se na radikálovém poškození 
(Crabtree et al. 2009). V prvních dnech expozice chronické hypoxii se v homogenátech 
plicního parenchymu zvyšuje rovněž aktivita  iNOS. Množství NO, produkované iNOS,  
několikanásobně převládá nad množstvím produkovaným nově se aktivující eNOS. Použitím 
selektivního inhibitoru iNOS (L-NIL) na počátku  expozice chronické hypoxii (nikoli po 3 
týdnech) byl inhibován rozvoj HPH (Hampl et al. 2006). Klíčová je tedy cesta: hypoxické 
poškození (ROS) – exprese iNOS – interakce NO a ROS – vasokonstrikce a remodelace 
prealveolárních cév. Množství exspirovaného NO při HPH souvisí s produkcí NO v plicní 
cirkulaci a nesouvisí s produkcí v paranasálních sinusech (Lundberg et al. 1995) nebo nosní 
sliznici (Gerlach et al. 1994; Dillon et al. 1996). Po prvním expozice chronické hypoxii je za 
zvýšenou produkci NO zodpovědná eNOS.  
      Zatím není jasné, zda zvýšená produkce NO je příčina nebo důsledek působení chronické 
hypoxie. Existují práce, kde zvýšená produkce NO může být vyvolána zvýšeným střižným 
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Obrázek: Kontrakce hladké svaloviny aktivovaná G-proteiny.  
MLC: lehké řetězce myozinu (myosin light chain), MLCK: kináza lehkých řetězců mozinu, 
MLCP: fosfatáza lehkých řetězců myozinu, R: membránový receptor spřažený s G-
proteinem, PLC: fosfolipáza C, IP3: inozitol-1-3-5-trisfosfát, SR: sarkoplazmatické 
retikulum, CaM: kalmodulin, -P: fosforylace 
Převzato a modifikováno z: Nagaoka T, et al., Am J Respir Crit Care Med, 2005, 171, 494-
499 
 
